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ADEQUAGCAO DE METODOLOGIA ALTERNATIVA PARA O TESTE DE FRIO EM
SEMENTE DE SOJA

RESUMO - O teste de frio tem sido usado principalmente na avaliacdo do
vigor de semente de milho. Porém, seu uso para outras espécies como feijao, soja,
algodao e ervilha tém aumentado em todo o mundo. O presente trabalho teve por
objetivo adequar metodologia alternativa do teste de frio para avaliagdo do vigor de
semente de soja por meio de uma fonte uniforme de tratamento térmico que é a
coluna de agua resfriada. Foram utilizados seis lotes comerciais da cultivar BRS —
133, com potenciais fisiolégicos distintos. A qualidade fisiologica dos lotes de
sementes foi avaliada por meio dos testes de: germinacdo em papel e areia,
tetrazdlio, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica, emergéncia de plantulas
em campo e sanidade e também determinado o teor de d4gua dos mesmos. Para
composicao dos diferentes procedimentos do teste de frio foram utilizadas
temperaturas de 10 e 15° C, tempo de permanéncia no frio por cinco dias, tratamento
quimico da semente e quatro procedimentos: caixa com terra, rolo de papel com
terra, rolo de papel sem terra e metodologia alternativa, rolo de papel sem terra sob
agua refrigerada. Os diferentes procedimentos para conducdo do teste frio
apresentaram coeficientes de variacdo muito proximos, com destaque a metodologia
rolo de papel com terra e procedimento alternativo, em média, com 94 e 93% de
plantulas normais respectivamente e CV de 3,29 para ambos testes. Com base nos
resultados, pode-se concluir que, na metodologia alternativa, os resultados foram
satisfatorios para semente de soja, sendo consistentes com os obtidos com o uso do
procedimento tradicionalmente empregado em laboratérios de andlise de semente,
podendo ambos ser utilizados.

Termos para Indexacao: Glycine max, qualidade fisioldégica, germinacgao,
emergéncia, testes de vigor.



ADJUSTMENT OF ALTERNATIVE METHODOLOGY FOR THE COLD TEST IN
SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT - The cold test has been employed mainly for corn seeds.
However, its use is steadly growing for crops seeds as cotton, soybean, common
bean and pea. The present work was carried out with the objective to adjust an
alternative method of the cold test for soybean seed vigor determination. Six
commercial soybean seeds lots of cultivar BRS —133 of distinct physiological quality
were used with and without seed treatment. The physiological quality of seeds lots
were evaluated by, germination in paper towel and sand box, seedling field
emergence, tetrazolium, accelerated aging, electrical condutivity and pathological
test. Also the seed moisture content was determined. The temperature used were 10
and 15° C during five days. Four cold test procedures were evaluated: 1) plastic
boxes with soil; 2) rolled paper towel with soil; 3) rolled paper towel without soil an 4)
alternative procedure, using rolled paper towel without soil under cold water. All cold
test procedure had close coefficient of variation (CV). The alternative procedure and
the rolled paper towel with soil showed the best performance, with germination of 94
and 93% respectively and Cv of 3,29% for both tests. Based on the rsults the follwing
conclusion care be drawn, the alternative methodology showed satisfactory results for
soybean seed, yielding consistent results compared to the tradicional procedure
used.

Index Terms: Glycine max, physiological quality, germination, emergence, vigor
tests.



1. INTRODUCAO

Dentre os diversos fatores que contribuiram para o avanco da produtividade da
cultura da soja no Brasil, o0 uso de semente de alta qualidade teve papel significativo.
Constitui-se num dos insumos mais importantes para a agricultura, além de ser o unico
veiculo que leva ao agricultor todo potencial genético de uma cultivar com
caracteristicas superiores. Assim, a utilizacdo de semente de alta qualidade é base
para 0 sucesso de todas as outras operacdes, necessarias na lavoura para que se
possa alcancgar altos rendimentos.

A qualidade da semente € influenciada por varios fatores que podem ocorrer
ainda no campo, durante a colheita, na secagem, no processamento, no
armazenamento e na semeadura. Desse modo, empresas produtoras de semente vém
buscando novas tecnologias para garantir a produtividade e, principalmente, a
qualidade do produto destinado ao agricultor. Dentre os diversos procedimentos
empregados, a avaliacdo do vigor € um requisito muito importante e que deve estar
contido no programa de controle de qualidade da empresa.

Assim, para avaliar o vigor tem-se como possibilidade o uso em laboratério de
varios procedimentos, dentre eles o teste de frio. E um dos mais antigos e populares
testes para avaliacao do vigor de semente de milho e soja tanto em regides de clima
temperado como tropical ou sub-tropoical.

A maior dificuldade com o teste de frio para sementes de soja é a falta de
uniformidade em experimentos realizados com terra. A terra difere em umidade, pH,
composicéao fisica de particula, e patégenos, fatores que contribuem com resultados
divergentes.

O objetivo deste trabalho foi o de comparar diferentes procedimentos para
condugao do teste de frio em semente de soja, com o procedimento alternativo do pré
condicionamento em papel de germinagdo e o condicionamento em embalagem

hermética sob agua resfriada a 10 e 152 C por cinco dias.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AVALIACAO DA QUALIDADE DE SEMENTE DE SOJA

Semente de alta qualidade é fundamental para o estabelecimento de populagdes
adequadas em campo. A qualidade de um lote de sementes é o somatério de todos
atributos fisicos, genéticos, fisioldégicos e sanitarios que resulta da interacdo de
caracteristicas que determinam o seu valor para semeadura (MARCOS FILHO, 1999;
CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

O sucesso da producédo e da obtencao de altas produtividades na cultura da soja
depende fortemente da utilizacdo de semente de elevada qualidade. No entanto, por
muitos anos, pesquisadores, tecnologistas, produtores de sementes e agricultores
tomavam suas decisbes com base nas informacdes fornecidas pelo teste de
germinacado (MARCOS FILHO et al., 1987).

Todavia, ndo satisfeitos com as informacodes fornecidas por este teste, realizado
sob condi¢cdes de ambiente controlado que geralmente conduzem a superestimativa de
sua qualidade e embalados pelo crescente avango da tecnologia na agricultura, em que
a emergéncia, o crescimento e a maturagdo devem ser uniformes, para permitir a
mecanizagcdo da colheita e dos tratos culturais, outros parametros da qualidade
fisioldgica da semente passaram ser investigado.

Desta forma, a pesquisa em tecnologia de semente vem concentrando esforgos
no sentido de elucidar os mais variados aspectos referentes ao componente fisiol6gico
da qualidade, dentro do contexto, atengcédo especial tem sido dedicada ao teste de vigor
(MARCOS FILHO, 2005).

Embora o conceito de vigor tenha sido estabelecido ha alguns anos, nenhuma
definicdo até hoje proposta foi universalmente aceita, portanto, de forma sintética, o
objetivo basico do teste de vigor €, de identificar possiveis diferengcas no potencial



fisioldgico de lotes que apresentem poder germinativo semelhante (MARCOS FILHO et
al., 1987).

O vigor da semente detecta as modificagdes deletérias mais sutis resultantes do
avanco da deterioracdo, nado revelados no teste de germinagéo. Por isso, 0 uso de
semente de soja com vigor comprometido pode resultar na obtencao de populagdes de
plantas inadequadas, o que resultara na reducao da produtividade (FRANCA NETO et
al., 1994).

Portanto, para melhor compreensdo do conceito de vigor de semente, deve-se
conhecer o significado do processo de deterioracdo das mesmas. Deterioracao pode
ser sumarizada como sendo a perda da capacidade da semente em produzir plantula
normal. A perda dessa capacidade é inevitavel com o tempo, resultante de alteragcbes
fisicas, fisiolégicas e bioquimicas que ocorrem na semente durante seu ciclo de vida,
particularmente apds a maturidade fisiologica (DELOUCHE, 1963).

Por outro lado, HAMPTON (2002) afirma que, se o termo qualidade define “grau,
padrdo ou simbolo de exceléncia”, a qualidade de semente deve ser conceituada como
o padréao de exceléncia de um conjunto de caracteristicas que determinam o potencial
de desempenho da semente apdés a semeadura em campo ou durante o
armazenamento.

Desse modo, a avaliagdo do vigor torna-se indispensavel, devido aos diversos
fatores que contribuem para deterioracdo da mesma tanto em campo como no
armazém. E imprescindivel a utilizagdo de métodos capazes de oferecer resultados
confiaveis.

Para tanto, recomenda-se sempre o uso de mais de um teste de vigor (VIEIRA et
al., 1994). Por exemplo, o DIACOM (Diagnostico Completo da Qualidade da Semente
de Soja), é um sistema que inclui mais de um procedimento, podendo-se ainda, inserir
os teste de envelhecimento acelerado e de condutividade elétrica, como procedimentos
adicionais (FRANCA NETO & HENNING, 1992).

O DIACOM tem por finalidade avaliar o potencial de germinacdo de lotes de
semente infectados ou ndo por Phomopsis spp.; Fusarium semitectum e outros fungos

relacionados a semente de soja, fornecendo diagnostico das possiveis causas de



problemas de baixa qualidade, evitando a reprovacao de lotes de sementes de soja de
boa qualidade, que seriam descartados se apenas o teste de germinacdo fosse
utilizado. O procedimento envolve a utilizacao dos testes de tetrazolio, patologia de
sementes (método papel de filtro), emergéncia em areia e teste de germinacdo. Esse
método permite conhecer a viabilidade da semente sem interferéncias do processo de
infeccdo causado por patégenos associados a mesma. (FRANCA NETO & HENNING,
1992).

2.2 EFEITO DE BAIXAS TEMPERATURAS SOBRE O PROCESSO DE
GERMINACAO

A qualidade de um lote de semente compreende uma série de caracteristicas ou
de atributos que determinam o seu valor para a semeadura, 0s quais sdo considerados
como de natureza genética, fisica, fisiologica e sanitaria. Destes, pode ser destacado o
potencial fisioldgico, diretamente responsavel pelo desempenho das sementes em
campo e armazenamento (RODO et al., 2000).

A crescente demanda de semente de soja de alto padrdo tem exigido da
industria de semente um controle de qualidade mais preciso. Tal exigéncia podera ser
suprida pelo aperfeicoamento de teste de vigor para espécie em producao.

O teste de germinacao rotineiramente utilizado em laboratério de andlise de
semente para monitorar o potencial fisiologico de semente de soja, apresenta sérias
limitacdes (FRANCA NETO, 1994).

No que diz respeito a germinacdo, a semente de soja é relativamente exigente
quanto as condigbes de umidade, por ser rica em bleo e proteina, traz, muitas vezes,
sérios problemas a germinacao de semente da espécie, ndo devendo ser semeada em
solos secos, pois nesta condicdo ocorre uma maior evapotranspiragcao onde a semente
atinge apenas 40% do teor de agua, proporcionando a exsudacdo de materiais
organicos e por conseguinte o ataque de fungos do solo, inclusive aspergillus. Acredita-

se que os problemas sao mais sérios no Brasil, pais tropical, do que nos EUA e



Argentina, paises de clima temperado, onde embora se tem alta umidade, tem-se ao
mesmo tempo temperatura mais amena (VIEIRA et al., 1982).

A germinacdo é um processo que, como todos os outros biolégicos, consome
energia. A energia utilizada na germinacdo € proveniente da degradacdo de
substancias de reserva da propria semente, utilizando-se o oxigénio para “queimar”
esses produtos. Em outras palavras, a germinacao faz uso da energia proveniente da
respiracao, € como uma semente, por mais baixo que seja seu teor de agua, nunca
deixa de respirar, poder-se-ia, entdo, dizer que o processo maturagdo/germinacao €
ininterrupto; o que ocorre entre essas duas etapas aparentemente distintas € apenas
uma reducao da intensidade do fendmeno a tal ponto que parece nada estar ocorrendo
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Variagbes nas condigbes ambientais, em funcao da disponibilidade de agua,
temperatura e oxigénio sdo essenciais e exercem influéncia acentuada sobre a
germinacdo, bem como na manifestacdo do potencial fisiologico da semente e,
portanto, se a semeadura for realizada em condigbes ambientais desfavoraveis, a
emergéncia de plantulas normais pode ser inferior a determinada em laboratorio
(MARCOS FILHO, 2005).

Dos fatores ambientais acima citados, a temperatura constitui-se num dos
quesitos mais importantes na germinacdo de sementes de qualquer espécie. A
temperatura influencia a germinagéo tanto por agir sobre a velocidade de absorgcédo de
agua, como também sobre as reag¢des bioquimicas que determinam todo processo
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Semente de diferentes espécies apresentam comportamentos variaveis em
funcdo da temperatura, o que pode fornecer informacdes de interesse biolégico e
ecolégico (LABOURIAU, 1983). Dentro da faixa de temperatura em que as sementes de
uma espécie germinam, ha uma temperatura étima, denominada como aquela em que
ocorre 0 maximo de germinagdo em menor intervalo de tempo. Temperaturas minima e
maxima sédo aquelas em que a germinacao é zero (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER,
1989; BORGES & RENA, 1993).



Os efeitos negativos causados por baixas temperaturas durante o periodo de
embebicdo da semente sobre a germinacdo, e subsequente crescimento e
desenvolvimento da plantula e da planta, sdo conhecidos como injurias por resfriamento
(POPINIGIS, 1985).

A emergéncia das plantulas é diminuida e o seu periodo prolongado devido a
baixa temperatura do solo em algumas regides. Alem disso, os efeitos tornam-se
aditivos, sendo a velocidade de crescimento reduzida proporcionalmente ao numero de
dias de resfriamento (CHRISTIANSEN, 1967).

Durante a embebicdo a baixa temperatura, pode ocorrer lixiviacdo de materiais
organicos, possivelmente nucleotideos, o que ira influenciar dos microrganismos do
solo, deteriorando a semente. O vigor e a cobertura protetora exercem controle sobre o
efeito de baixas temperaturas nas plantulas (POLLOCK & TOOLE, 1966).

Contudo, a elevacao da temperatura provoca reducao da viscosidade e aumento
da energia cinética da agua, beneficiando a embebicdo e a velocidade das reacdes
componentes do metabolismo (MARCOS FILHO, 2005).

2.3 USO DO TESTE DE FRIO NA AVALIACAO DO VIGOR DE SEMENTE

Varias técnicas para andlise de semente, conhecida como testes de vigor foram
desenvolvidas, fornecendo informacdes préximas ao desempenho em campo. O teste
de vigor habilita o produtor e usuario de semente a determinar e comparar o vigor de
diferentes lotes antes que sejam comercializados (McDONALD, 1988), fornecendo
inclusive, informacdes para fins de semeadura.

Portanto, diversos segmentos do setor de producdo de semente de grandes
culturas tém demonstrado grande interesse na utilizacao de testes de vigor que avalie
adequada e seguramente a qualidade fisiolégica da semente. Assim, testes que
fornecam resultados confiaveis merecem cada vez mais atencdo por parte dos

pesquisadores.



O teste de frio € um dos mais antigos e populares testes para avaliagdo do vigor
de semente. Foi desenvolvido, inicialmente, para avaliar o potencial fisiolégico de
semente de milho, procurando simular condicoes desfavoraveis (excesso de agua,
baixas temperaturas e presenca de fungos do solo) que ocorrem, com frequéncia,
durante a época de semeadura na area denominada Cinturao do Milho, nos EUA
(CICERO & VIEIRA, 1994). Muitos autores tém relatado que a atividade dos
microrganismos de solo € um parametro critico do teste de frio, sendo que entre 6 € 10°
C os patdgenos podem ter sua viruléncia inativada, fato esse, observado em arroz
irrigado (NIJENSTEIN, 1985).

Os fungos reduzem o vigor da plantula em temperaturas menores, sendo que a
mesma tem efeito marcante sobre a severidade da doencga, e, este efeito varia com o
tipo de fungo. Ha um aumento na severidade das doengas de raiz, fazendo decrescer a
sobrevivéncia de plantulas. Em trevo subterrdneo, podridao radicular ocorre entre 10 e
15° C e o principal patégeno envolvido € o Pythium (WONG et al., 1984), sendo que o
mesmo verifica-se para diferentes espécies cultivadas em condigdes de baixa
temperatura (KAISER & HANNAN, 1983; NIJENSTEIN, 1985).

A eficiéncia do teste de frio foi comprovada experimentalmente por diversos
pesquisadores e foi sugerido seu uso na selecdo de linhagens de milho antes do
periodo de semeadura, dado sua sensibilidade em prognosticar o desempenho das
sementes em campo. Esse teste tem sido utilizado com sucesso, também, para
diferenciar niveis de vigor relacionados com a forma, peso, tamanho e tratamento de
sementes (MARCOS FILHO et al., 1977; SILVA & MARCOS FILHO, 1979).

No Brasil, tem sido utilizado por empresas produtoras de semente,
principalmente nos estados do sul e sudeste, onde lavouras de algoddo, milho e soja
podem ser semeadas entre o inicio do més de setembro e meados de outubro. Nessa
época, € comum a queda acentuada de temperatura e, dependendo do nivel de vigor
dos lotes de sementes, podem ser verificados sérios problemas na emergéncia das
plantulas em campo (KRZYZANOWSKI et al., 1991).

O Comité de Vigor da Association of Official Seed Analysts (AOSA, 2002)
descreve procedimentos para a conducao do teste nos EUA; no entanto, o mesmo nao



tem sido padronizado entre diferentes laboratérios de empresas privadas, que
geralmente conduzem suas proprias versoes do teste.

Algumas variagées com relacdo a metodologia do teste foram propostas, no
sentido de facilitar a sua execugédo, como o método desenvolvido por HOPE (1955) e
CRUSIER (1957), citados por FIALA (1981), que consiste na utilizacao de rolos de
papel de germinacao com terra, reduzindo a quantidade de terra e 0 espaco necessario,
esse Ultimo, fator limitante para alguns laboratorios. LOEFFLER et al. (1985),
procurando manter os principios basicos do teste de frio sugeriram a utilizagdo de rolos
de papel de germinagao sem terra, posteriormente mais conhecido como teste de frio
sem terra. Segundo os autores, esse método apresentou sensibilidade suficiente para
detectar efeitos de danos causados pela secagem em sementes de milho, além de
proporcionar maior reprodutibilidade de resultados, devido a simplicidade do método,
quando comparado ao anterior.

Todavia, diversas espécies sao avaliadas pelos diferentes procedimentos
existentes do teste de frio, entre elas milho (MOLINA et al., 1987; CASEIRO &
MARCOS FILHO, 2000 e 2002); trigo (FANAN et al., 2006); maxixe (TORRES et al.,
1999); feijdo (MIGUEL & CICERO, 1999a) soja (RICE, 1960; JOHNSON & WAX, 1978;
TAO, 1978; VIEIRA et al., 1992; MIGUEL & CICERO, 1999b; CARVALHO et al., 2000);
pimentdo (FERNANDES et al., 1999); arroz (CAMPOS, 1998); algodao
(KRZYZANOWSKI, 1980; MIGUEL et al., 2001).

Assim o teste de frio visa a avaliacdo dos efeitos da combinacdo de baixa
temperatura, acdo de microrganismos e alta umidade do substrato, identificando
diferengas no potencial fisiolégico de amostras de lotes de semente (CASEIRO &
MARCOS FILHO, 2000 e 2002).



3. MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi realizada no Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Producdo Vegetal da Unesp, Campus de Jaboticabal, SP e no
Laboratério de Analise de Sementes da Empresa Dedini Unidade de Sementes (DUS)
em Aguai, SP, durante a safra 2005/06.

3.1. Analise em laboratoério

Foram utilizados seis lotes comerciais de semente de soja, cultivar BRS — 133,
com potencial fisiolégico distinto. Para determinacdo do potencial fisiolégico, os lotes
foram submetidos ao DIACOM (diagnéstico completo da qualidade da semente de soja)
(FRANCA NETO & HENNING, 1992), onde estdo inclusos os testes de tetrazdlio, de
germinacao, emergéncia de plantulas em areia e patologia de sementes.

Para melhor caracterizacao, foram também, utilizados os teste de condutividade
elétrica (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999), de envelhecimento acelerado (MARCOS
FILHO, 1999), de emergéncia de plantulas no campo (NAKAGAWA, 1999), além da
determinacado do teor de agua inicial da semente (BRASIL, 1992).

Durante as avaliacdes, as sementes foram armazenadas em camara fria e seca
(10° C e umidade relativa do ar de 50-60%), para preservacao do potencial fisiologico
durante a realizagcao do teste.

3.1.1. Determinacao do teor de agua (base umida)

O teor de agua das sementes foi determinado pelo método da estufa a 105 + 3°

C, por 24 horas e os dados expressos em porcentagem (BRASIL, 1992).
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3.1.2. Teste de germinacao

3.1.2.1. Em papel germitest

O teste de germinacao foi conduzido com quatro repeticoes de 50 sementes para
cada tratamento, utilizando-se como substrato papel de germinacédo, tipo germitest,
umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes seu peso seco e colocados
em germinador previamente regulado a 25° C (BRASIL, 1992). A avaliacdo das
plantulas normais foi realizada com uma Unica contagem no quinto dia apds semeadura
(BRASIL, 1992).

3.1.2.2. Em areia

O teste de emergéncia de plantulas em areia foi conduzido com quatro
repeticdes de 50 sementes para cada tratamento, utilizando-se como substrato areia de
rio umedecida com agua até 60% da sua capacidade de retencdo. Foram mantidos em
temperatura ambiente, 25 - 30° C (BRASIL, 1992). A avaliacdo das plantulas normais

foi realizada com uma uUnica contagem no quinto dia apds semeadura.

3.1.3. Teste de tetrazdlio

O teste de tetrazodlio foi conduzido em duas sub-amostras de 50 sementes para
cada tratamento, pré-condicionadas em papel de germinacdo, tipo germitest,
umedecidos e mantido nestas condigcdes por 16 horas a 25° C. Posteriormente, as
sementes foram transferidas para copos plasticos (capacidade 50 mL) com solugéo de
2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazélio na concentracdo de 0,075% e mantidas em camara
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escura por até trés horas a 40° C. Decorrido este periodo, as sementes foram lavadas
em 4gua corrente e logo em seguida, avaliadas de forma individual com corte
longitudinal ao eixo embrionario (FRANCA NETO et al, 1999).

3.1.4. Teste de condutividade elétrica

Utilizou-se o método de condutividade elétrica de massa, com quatro repeticdes
de 50 sementes puras para cada lote. As sementes foram pesadas com precisao de
duas casas decimais e, em seguida, colocadas em copos plasticos (capacidade de 200
mL), contendo 75 mL de &gua destilada e desionizada, durante 24 horas a 25° C.
Decorrido o periodo de exposi¢ao, a condutividade elétrica da solugdo de embebicao foi
determinada em condutivimetro DIGIMED - DM 31 e os resultados expressos em uS
cm’'g”" (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).

3.1.5. Teste de envelhecimento acelerado

Foram utilizados 42g de sementes, distribuidas em camada Unica sobre a tela de
inox, no interior de caixa plasticas de germinacdo mantidas a temperatura de 42° C e
umidade relativa do ar de aproximadamente 100% por 48 horas (AOSA, 2002;
MARCOS FILHO, 1999).

3.1.6. Emergéncia de plantulas em campo

Para o teste de emergéncia de plantulas em campo, foram utilizados quatro
repeticdes de 50 sementes por lote. Antes da semeadura, foi efetuado o tratamento das
mesmas com Derosal Plus® (CARBENDAZIM + THIRAM) na propor¢cao de 2,5 mL do

produto comercial, mais 2,5 mL de dgua para cada quilo de semente (HENNING, 2004).
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As sementes foram semeadas no espagcamento 0,45 m entre linhas, profundidade de 3
a 4 cm. A avaliagao foi realizada no 10°dia apds semeadura.

3.1.7. Analise patoldgica

Foi utilizado o método do papel - de filtro sem congelamento (Blotter) com 10
repeticdes de 10 sementes para cada tratamento, utilizando — se como substrato papel
filtro (80g/m?) em caixas plasticas de germinacéo (10 x 10 x 3,5) mantidas por sete dias
a 20° C sob luz branca. A avaliacao foi realizada individualmente em cada semente no
sétimo dia apds semeadura (NEEGAARD, 1977).

3.1.8. Teste de frio

Em todas as versoes do teste de frio avaliadas utilizou-se semente tratada e néo
tratadas. O fungicida empregado foi o Derosal Plus® (CARBENDAZIN + THIRAM).

3.1.8.1. Em caixa com terra

Foram semeadas quatro repeticbes de 50 sementes com e sem tratamento
fungicida (Derosal Plus®) para cada lote em caixas plasticas (30 x 20 x 10 cm). Foi
utilizado como substrato duas partes de terra e uma de areia umedecida com agua até
atingir 60% da sua capacidade de retencdo e mantidas a temperatura de 10 e 15° C,
durante cinco dias. Decorrido o periodo, as caixas permaneceram a temperatura
ambiente (25 - 30° C) por cinco dias (CICERO & VIEIRA,1994). A avaliagdo das
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plantulas normais foi realizada com uma U(nica contagem no quinto dia apéds

transferéncia para temperatura ambiente (BRASIL, 1992).

3.1.8.2. Em rolo de papel com terra

Foram semeadas quatro repeticoes de 50 sementes com e sem tratamento
fungicida (Derosal Plus®) utilizando-se como substrato papel de germinagéo, tipo
germitest, umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes seu peso seco.
Sobre elas foram distribuidos 60 mL mistura terra/areia. Os rolos foram envolvidos em
embalagens de polipropileno na posicao vertical dentro de recipientes plasticos e
mantidos em camara fria nas temperaturas de 10 e 15° C por cinco dias (BARROS et
al.; 1999). Decorrido o periodo, os rolos foram transferidos para germinadores a 25° C
(BRASIL, 1992). A avaliagdo das plantulas normais foi realizada com uma unica
contagem no quinto dia ap6és transferéncia para temperatura ambiente (BRASIL, 1992).

3.1.8.3. Em rolo de papel sem terra

Foram semeadas quatro repeticdes de 50 sementes com e sem tratamento de
fungicida (Derosal Plus®) utilizando-se como substrato papel de germinagéo, tipo
germitest, umedecido com agua destilada na quantidade de 2,5 vezes seu peso seco.
Os rolos foram envolvidos em embalagens de polipropileno na posicao vertical dentro
de recipientes plasticos e mantidos em camara fria as temperaturas de 10 e 15° C por
cinco dias. Decorrido esse periodo, os rolos foram transferidos para germinadores a 25°
C (LOEFFLER et al., 1985). A avaliacdo das plantulas normais foi realizada com uma
Unica contagem no quinto dia ap6s transferéncia para temperatura ambiente (BRASIL,
1992).
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3.1.8.4. Procedimento alternativo

Em funcéo das dificuldades para padronizagdo da metodologia tradicional (caixa
com terra), onde o substrato utilizado pode apresentar diferencas na umidade, pH,
composicao de particula e, patégenos, tornando-se fatores contribuintes com resultados
divergentes, torna-se importante a busca de procedimentos alternativos.

Para tanto, foi adaptado o protétipo de equipamento, com a funcdo de criar
condicdes estressantes de alta umidade do substrato e baixa temperatura. Foi utilizado
como substrato papel para germinagao (Papel germitest) sem terra, considerada por
alguns autores fator limitante (HOPPE, 1956; CROSSIER, 1957; LOEFFLER et al.,
1985; CASEIRO & MARCOS FILHO, 2002).

Na adaptacéao e desenvolvimento do equipamento, foram utilizados:

e  Banho termostatizado Tecnal TE — 184;

e (Caixa de isopor 54 x 33 x 28 capacidade 50 L;

e Mangueiras de silicone transparente de 2 mm;

e Registro de 1/2" com sistema de fechamento répido;
e Bomba submersa (Chosen cx 300) capacidade 1000 L/h;
e  Termbmetros de merclrio de 0°C a 100°C;

e Armagao de ago inox com quatro reparti¢cdes;

¢ Anilhas de 20 Kg (ferro fundido);

e Nobreak;

e Redutores 3/4" para 1/2";

e Seladora de embalagens;

e Embalagens plasticas de xx micras

A primeira etapa realizada foi a instalagdo dos redutores de agua de 3/4" para
1/2", bem como a instalagdo da bomba submersa na parte frontal inferior (interior) da
caixa de isopor (Figuras 1 e 2).

Na segunda etapa foi realizada a conexao entre o banho termostatizado (Figura
3) e caixa de isopor pelas mangueiras de silicone. Foi necessario também, a instalagcao
de registro de 1/2", para controlar o fluxo de agua entre a maquina e a caixa de isopor
(Figura 4 e 5)”.
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Na terceira etapa, a metodologia alternativa do teste de frio foi conduzida,
utilizando-se quatro repeticdbes de 50 sementes com e sem tratamento fungicida
(Derosal Plus®), em papel de germinagao tipo germitest, umedecidos com 2,5 vezes
seu peso seco. Cada repeticdo foi acondicionada em embalagem de polipropileno
devidamente selada e colocadas dentro das reparticbes da armacao de acgo inox
mantidas em agua resfriada a 10 e 15° C por cinco dias (Figura 6). Decorrido periodo,
os rolos foram mantidos em germinadores a 25° C (BRASIL, 1992). A avaliagao foi
realizada no 5°dia apds transferéncia.

Figura 1. Instalagdo dos redutores de 3/4" para 1/2" na
porcao inferior frontal caixa de isopor.



Figura 2. Instalacdo da bomba submersa no interior e
inferior a caixa de isopor.

|

Figura 3. Banho termostatizado Tecnal, modelo Te-184.
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Figura 4. Conexdao da caixa de isopor com banho
termostatizado Tecnal, modelo Te-184 por meio
de mangueiras de silicone.

Figura 5. Registro de 1/2" utilizado para controle do fluxo de
agua entre o banho termostatizado Tecnal, modelo
Te-184 e caixa de isopor.
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Figura 6. Armacado de aco inox com quatro reparticoes
utiizada na acomodacdo das embalagens
seladas.

3.2. Analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 X 2 X 4 X 6 (temperaturas,
tratamento quimico, metodologias e lotes) em blocos casualizados, com quatro
repeticoes, para os diferentes procedimentos do teste de frio.

Os dados referentes a qualidade fisiologica dos lotes foram analisados em DIC
(Delineamento inteiramente casualizado), com significancia testada pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Os dados de laboratério e de campo foram submetidos a andlise de correlagéo
simples, com sua significAncia testada pela comparacdo de médias a 5% de
probabilidade, com vistas a selecionar a melhor combinagao de temperatura e substrato
que melhor evidenciasse os diferentes niveis de qualidade e apresentasse maior
correlacdo com emergéncia de plantulas em campo.

Na execugdo das analises estatisticas foi utilizado o programa computacional
ASSISTAT - Assisténcia Estatistica (Silva & Azevedo, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo do teor de agua das sementes ficou dentro dos padrdes aceitos e
indicado na literatura, ou seja, inferior a trés pontos percentuais (MARCOS FILHO,
1999). Fato imprescindivel para execucao dos testes, bem como para padronizacao das
avaliacbes e obtencao de resultados consistentes para um teste de vigor (LOEFFLER
et al., 1988).

Os seis lotes utilizados no presente estudo apresentaram niveis distintos no teste
de germinacao (Tabela 1), entretanto, sem diferenca significativa entre eles, mas acima
do padrdo minimo de 80% exigido para comercializacao (BRASIL, 2004).

Analisando os resultados da Tabela 1, observa-se que no teste de germinagéo
em areia, os lotes 5 e 6 foram fisiologicamente inferiores aos demais, mas dentro do
padrdao de comercializagdo. Nos testes de vigor: EC, EA e TZ 1-3 ndo se observou
diferencas estatisticas significativas entre os lotes avaliados.

Ainda na Tabela 1, nota-se que o lote 3 apresentou condutividade elétrica 25
unidades de uS mais elevada que o lote 4. Tal fato ocorreu devido a grande
porcentagem de dano mecéanico detectado no teste de tetrazolio nivel 6-8 (Tabela 2). A
semente de soja é muito sensivel ao dano mecéanico, uma vez que as partes vitais do
eixo embrionario (radicula, hipocoétilo e plumula) estdo situadas sob um tegumento
pouco espesso, que praticamente ndo lhe oferece protecdo (FRANCA NETO &
HENNING, 1984).

O dano mecénico é apontado, por muitos pesquisadores (QUEIROZ et al., 1978;
FRANCA NETO & POTTS, 1979; COSTA et al.,, 1979), como dos mais sérios
problemas da producdo de semente de soja, principalmente durante a colheita e
armazenamento. A injuria mecanica € conseqUéncia, na sua maior parte, da
mecanizagdo das atividades agricolas, de sorte que é um problema praticamente
inevitavel (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Contudo, deve-se monitorar os lotes armazenados com niveis elevados com este

tipo de dano, o armazenamento inadequado (temperatura e umidade relativa do ar
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elevada) podera intensificar o processo de deterioragédo, devido facilitar a troca de
umidade em decorréncia da faléncia da capacidade regulatéria do tegumento no
processo de equilibrio higroscépico, podendo resultar em severas redugdes de
germinagao e vigor, principalmente nos meses finais de armazenamento (FRANCA
NETO et al., 1999).

Tabela 1. Teor de agua (TA) germinacao em papel (GP), germinagdo em areia (GE),
emergéncia de plantulas em campo (EC) e testes de envelhecimento
acelerado (E.A), tetrazdlio (TZ, vigor e viabilidade) e de condutividade
elétrica (CE) de seis lotes comerciais de semente de soja, cultivar BRS —

133.
Lotes TA GP GE EC EA 1713 1715 CE
% pScm’ g’

1 10,3 90 a 94 a 89 a 94 a 88 a 92 a 81d
2 10,2 93 a 93 a 95 a 92 a 85 a 91 a 86 cd
3 9,7 94 a 93 a 92a 90a 82a 89a “112 a
4 9,7 93 a 94 a 89 a 94 a 88 a 93 a 87 cd
5 9,8 86 a 85b 88 a 88 a 90 a 93 a 9 b
6 9,4 87 a 83 b 89 a 87 a 87 a 89 a 92 bc

CV% 53 3.4 55 4,5 54 3,8 4,0

DMS 10,8 6,9 11,1 9,1 10,4 7,6 8,4
F 2,1 9,8 1,1 2,1 1,5 1,1 35,7

* Lote apresentando 10% de dano mecanico nivel 6-8 no teste de tetrazélio
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Tabela 2. Porcentagem de danos mecénicos (DM), por umidade (DU) e causados por
percevejos (DP) em seis lotes comerciais de semente de soja cultivar BRS —

133, avaliado pelo teste de tetrazdlio.

DM DU DP
Lotes 1-8 6-8 1-8 6-8 1-8 6-8
%

1 14 5 93 0 20 4

2 11 6 91 0 11 4

3 20 10 100 0 10 2

4 9 5 97 0 19 1

5 14 6 96 0 11 2

6 13 10 97 0 11 2

Por outro lado, os resultados obtidos pelo teste de sanidade (Tabela 3) indicaram
a ocorréncia de alguns patdégenos nas sementes de soja, como Penicillium spp,
Colletotrichum trucantum, Fusarium semitectum. Entretanto, ndo foram observadas na
literatura, especificagbes quanto aos valores minimo e maximo para os patdgenos
supra citados. Deve-se ressaltar que a atividade microbiana afeta o inicio do
estabelecimento da cultura, principalmente em condigbes de baixa temperatura e alta
umidade do solo (CICIERO & VIEIRA, 1994).

A associacao entre semente e microrganismos patogénicos é estabelecida
durante seu desenvolvimento vegetativo ou processo reprodutivo. O transporte de
patdgenos e a transmissao de doencgas pela semente sdo verificados em praticamente
todas espécies multiplicadas por sementes; varios desses patégenos sao prejudiciais a
germinacao (NEEGAARD, 1977). Todavia, em baixas temperaturas, ocorre atraso na
germinagao e as sementes tornam-se suscetiveis a ataques por esses microrganismos
(ISELY, 1950).
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Tabela 3. Avaliagdo da qualidade sanitaria de seis lotes comerciais de semente de soja
cultivar BRS — 133, pelo método do papel filtro.

Lotes Penicillium Colletotrichum Fusarium
%
1 6 10 3
2 1 5 10
3 2 3 10
4 3 3 8
5 0 6 15
6 1 1 11

Na Tabela 4, observou-se que os lotes de 1 a 4 diferiram significativamente pelas
metodologias usadas sendo, os lotes 5 e 6 de qualidade fisiolégica inferior aos demais.

Observou-se também que os resultados de plantulas normais, obtidos nas
diferentes metodologias, encontram-se na faixa de 88,3% a 96,3%. Esses valores estao
de acordo com GRABE (1976), quando salienta que os lotes de qualidade adequada
devem apresentar, no minimo, 70% a 85% de plantulas normais como resultado do
teste de frio. Os lotes avaliados apresentaram também desempenho superior no teste
de emergéncia em campo, com médias entre 88% e 95% de plantulas normais (Tabela
1).

Ainda, na Tabela 4, com relacao aos procedimentos utilizados para conducao do
teste de frio, a classificacdo dos lotes foi considerada consistente, pois verifica-se que
as metodologias apresentaram de modo geral resultados semelhantes, os quais
acusaram desempenho inferior para os lotes 5 e 6 néo revelando diferenca significativa
entre eles. No teste de frio alternativo (ALTER), caixa com terra (CT) e rolo de papel
sem terra (RPST), o lote 3 ndo apresentou diferencga significativa com os lotes 5 e 6. no

entanto, ao relacionar os resultados com o teste de emergéncia das plantulas em
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campo, verificou-se desempenho semelhante tanto para o lote 3, quanto os lote 5 e 6.
Isso indica o lote 3, como intermediario e os lotes 1, 2 e 4 como superiores.
De maneira geral, para todos os testes realizados, os coeficientes de variacao

obtidos foram relativamente baixos e aceitaveis para testes conduzidos em laboratério.

Tabela 4. Resultados do teste de frio obtido segundo diferentes procedimentos: Caixa
com terra (CT), Rolo de papel com terra (RPT), Rolo de papel sem terra
(RPST) e Procedimento alternativo (ALTER.) de seis lotes comerciais de
sementes de soja cultivar BRS — 133.

Lotes CT RPT RPST ALTER.
1 92 ab 95 a 93 ab 93 b
2 92 a 96 a 93 ab 95 ab
3 91 abc 96 a 92 abc 92 bc
4 93 a 95 a 95 a 96 a
5 88 ¢ 91b 89 ¢ 89c¢c
6 88 bc 91b 90 bc Nc

CV% 3,9 3,3 4,3 3,3

DMS 3,7 3,2 4.1 3,2
F 6,1 8,2 5,5 13,0

"'"Média seguida pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os resultados mais expressivos foram obtidos com o teste de frio utilizando rolo
de papel com terra. Poréem, MIGUEL & CICERO (1999a); CARVALHO et al. (2000),
trabalhado com semente soja e MIGUEL et al (2001) trabalhando com semente de
algodao, verificaram que a metodologia rolo de papel sem terra proporcionou maiores
valores. Nesse caso, ndo existe a microbiota do solo, o que facilita a padronizagéo da
metodologia e a uniformidade dos resultados obtidos (BURRIS & NAVRATIL, 1979).
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Considerando o conjunto de testes de vigor utilizados para a avaliacdo do
potencial fisiol6gico dos seis lotes comerciais da cultivar Brs-133, verifica-se que o teste
alternativo (ALTER) apresentou a mesma consisténcia de resultados observados para
os demais testes, notou-se ainda, que o coeficiente de variagdo entre as metodologias
sao muito proximos.

Ja o teste de frio envolvendo caixas plasticas tendo como substrato a misturas
terra + areia (2:1), apresentou os menores indices de plantulas normais em relacéo as
demais variacbes do teste de frio e, como citado anteriormente, os lotes 5 e 6
destacando-se inferiormente dos demais lotes. Resultados semelhantes foram obtidos
com sementes de soja (MIGUEL & CICERO, 1999b) e sementes de algodao (MIGUEL
et al., 2001), onde independente do tempo e temperatura de exposicao o teste de frio
envolvendo esse tipo de substrato proporcionou maiores redugdes na porcentagem de
plantulas normais, pois periodos de frio mais prolongado promovem maior exsudagcao
de agucares essenciais ao desenvolvimento (WASSINK & HOEFMAN, 1992).

Estudos realizados por diversos pesquisadores (LOEFFLER et al., 1985;
MOLINA et al., 1987; MEDINA & MARCOS FILHO, 1990) indicaram que o procedimento
do teste de frio tradicional (caixa com terra) apesar de ser 0 mais severo, por oferecer
condicoes mais estressantes, foi 0 mais sensivel para separar lotes de sementes de
milho com diferentes niveis de vigor, quando comparado a outros métodos.

Os resultados do teste de frio que utilizaram terra como substrato estdo sujeitos
a variacdo com o passar do tempo, por causa da inconstante atividade de
microrganismos entre substratos de mesma ou de diferentes areas (LOEFFLER et al.,
1985). HOOKS & ZUBER (1963) informaram resultados variaveis quando terra foi
obtida de diferentes fontes, dias e ano de coleta. Os autores sugeriram ainda que,
fossem usados no teste de frio terra proveniente de mesmo local.

Contudo, BURRIS & NAVRATIL (1979) obtiveram correlagbes positivas com
emergéncia de plantulas em campo utilizando terra esterilizada e néo esterilizada como
substrato.

De modo geral, a pesquisa tem procurado apontar solu¢des convenientes para o
aperfeicoamento do teste de frio, como a utilizagdo do papel toalha com terra (HOPPE,
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1956; CROSSIER, 1957) e rolo de papel sem terra (LOEFFLER et al., 1985), reduzindo
a quantidade de substrato e espago necessario, que muitas vezes tornam-se fatores
limitantes para os laboratérios de andlise de semente (HOPPE, 1956; CROSSIER,
1957; LOEFFLER et al., 1985; CASEIRO & MARCOS FILHO, 2002).

Os dados referentes a analise de correlacdo simples, calculadas entre a
metodologia alternativa, procedimento tradicional (caixa com terra) e os testes de
avaliacdo da qualidade fisiolégica (Tabela 5), mostraram poucas correlagdes
significativas e com r abaixo de 0,70, exceto a metodologia alternativa a 15° C X
germinagcao em areia, apresentando correlacao positiva e significativa com r de 0,81.

O teste de condutividade elétrica apresentou correlagcao negativa e significativa
com a metodologia alternativa do teste de frio a 10° C. Entretanto, o teste de
germinagao em areia, apresentou correlacao positiva e significativa com a metodologia
alternativa do teste de frio a 10° C.

O teste de germinacao em areia correlaciona-se bem com emergéncia de
plantulas em campo se a porcentagem média de emergéncia € alta, entretanto, um
teste de vigor apresenta melhores correlagdes se a porcentagem média emergéncia de
plantulas for baixa. Contudo, sdo necessarios experimentos adicionais para determinar
qual teste correlaciona-se melhor sob condicbes adversas de campo (BEKENDAM et
al.,1987).

Observou-se também, correlagdo positiva e significativa entre a metodologia
alternativa do teste de frio a 15° C com a metodologia tradicional, caixa plastica com
terra a 10° C, com teste de envelhecimento acelerado, germinagcdo em areia e
germinagao em papel.

Para algumas espécies, a correlacao entre emergéncia de plantulas em campo e
teste de germinagédo € inferior, especialmente sob condi¢cées adversas de campo
(PERRY, 1978). Nestes casos, um teste de vigor deveria proporcionar uma melhor
estimativa de emergéncia de plantulas em campo.

Estes resultados confirmam as afirmac¢des de MARCOS FILHO et al (1987),
segundo esses autores a correlagdo significativa indica apenas tendéncia de variagcao
semelhante entre dois parametros; ndao significando, porém que haja correspondente
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precisao de estimativa da qualidade fisiolégica do lote, podendo este procedimento

provocar obtengao de informagdes incompletas ou incorretas.

Tabela 5. Analise de correlacdo simples (r) entre 0 método alternativo do teste de frio
(ALTER.), Caixa com terra (CT) e principais testes fisioldgicos: germinacao
em papel (GP), germinacdo em areia (GA) emergéncia campo (EC),
envelhecimento acelerado (EA), condutividade elétrica (CE), tetrazélio (TZ 1-
3) de seis lotes comerciais de sementes de soja cultivar BRS — 133, nas

temperaturas de 10 e 15°C.

VARIAVEIS. Coeficiente de correlagcdo (r)  Significancia
ALTER.10°C X CT 10°C 0,37 ns
ALTER.10°C X EC 0,30 ns
ALTER.10°C X EA 0,19 ns
ALTER.10°C X TZ -0,15 ns
ALTER. 10°C X CE -0,56 >
ALTER.10°C X GA 0,44 *
ALTER. 10°C X GP 0,15 ns
ALTER. 15°C X CT 10°C 0,62 **
ALTER. 15°C X EC 0,22 ns
ALTER. 15°C X EA 0,61 **
ALTER.15°C X TZ -0,17 ns
ALTER. 15°C X CE -0,21 ns
ALTER. 15°C X GA 0,81 >
ALTER. 15°C X GP 0,46 *

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade; * Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ns - Nao
significativo.
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5. CONCLUSAO

A interpretacdo dos resultados obtidos nesta pesquisa permitiu concluir que, a
metodologia alternativa, usando como substrato papel de germinacdo sem adicao de
mistura terra e areia (2:1) e agua refrigerada em banho termostatizado a 102 C e 15°C,
apresentou resultados satisfatorios para semente de soja, produzindo resultados
consistentes como os obtidos com o uso dos procedimentos tradicionalmente

empregados em laboratérios de analise de semente.
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